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In  the early 17th century scientists  found out  that a compound  in air was necessary  for  life. This 
finding was based on experiments performed by John Mayow who realized that when a mouse and 
a burning candle were put  together  in an enclosed chamber,  the candle efficiently depleted the 
compound  in  the air which was necessary  for  the mouse to stay alive (Mayow et al. 1907). One 
century later work on Mayow’s theory of the “nitro aerial spirit” that was necessary for living was 
continued  in  experiments  conducted  by  Lavoisier,  Scheele  and  Priestley.  The  results  led  to  the 













more  efficiently  by  aerobic  metabolism.  With  oxygen  as  oxidant,  energy  efficacy  of  aerobic 


















also  behavior  and  viability.  Especially  in multicellular  organisms  and  tissues  oxygen  transport  is 
limited  which  leads  to  the  formation  of  oxygen  gradients  (Fig.  1.1,  B).  In  humans,  oxygen  is 
transported to the tissue via hemoglobin in the blood circulation system. Due to cellular respiration 
and differences in oxygen supply, oxygen partial pressure (pO2) ranges from 5 – 75 torr in human 
organs while  the atmospheric pO2 value  is about 160 torr. Oxygen  levels vary depending on the 
organism and organ and need to be tightly controlled to maintain homeostasis (Carreau et al. 2011). 
Homeostasis of oxygen levels is not only needed to maintain normal physiology. Adaption to low 
pO2  is  a  necessary  condition  for  cell  differentiation  and  development  that  is  regulated  by  HIF 
(hypoxia‐inducible factor) mediated gene expression. During embryonic development, low oxygen 
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low oxygen levels  induce  inflammation of the glomeruli and chronic kidney disease,  leading to a 


















the  light dependent generation of ATP and NADPH. Upon  irradiation, electrons are  translocated 













agricultural  research  to  gain  insight  into  photosynthetic  activity  and  to  understand  oxygen 
dependent adaptions. 
The presence or absence of oxygen is also an important factor for the survival of organisms with 
anaerobic  metabolism.  Under  anoxic  conditions  which  predominate  in  environments  such  as 
sediments, intestinal tracts of animals or the deep subsurface of the earth, energy is transformed 
by other processes  that  are  inhibited  in  the presence of oxygen,  as  shown  in Fig.  1.1, D.  These 
include for example fermentation of hexoses to ethanol or lactic acid or anaerobic respiration which 
uses molecules such as CO2, NO3‐ or SO32‐ instead of O2 as terminal electron acceptors. Facultative 
anaerobes  can  adapt  their  metabolism  depending  on  oxygen  availability.  Some  prominent 
examples, such as yeast or strains of Lactobacillus, are also extensively used in food and beverage 




reactive  oxygen  species,  such  as O2‐  and H2O2  induce DNA damage  and  enzyme  inhibition.  This 
oxidative damage causes an irreversible breakdown of central metabolism, quickly leading to cell 












Traditional methods  for  the  quantification  of  dissolved  oxygen  content  usually  rely  on  physical 






as  a  physical means  to  quantify  blood  oxygenation  (Barcroft  and Haldane  1902).  The  sample  is 
monitored at a constant temperature and pressure in a sealed vessel and volume changes due to 








Clark‐type  electrode,  sophisticated  methods  based  on  positron  emission  tomography  (PET), 
magnetic resonance imaging (MRI) or electron paramagnetic resonance (EPR). Additionally, optical 
sensors based on  luminescence or photoacoustics are widely used to quantify O2  levels. Current 






























































flow,  which  is  directly  proportional  to  the  oxygen  concentration  (Ramamoorthy  et  al.  2003). 
Generally, electrode tip sizes ranging from hundreds of µm to a few µm are commercially available 
depending  on  the  application  (http://www.unisense.com/O2/).  Clark‐type  electrodes  have  been 
applied in many scientific studies, ranging from measuring oxygenation in whole organisms to the 
determination  of  oxygen  consumption  of  monolayer  cells.  For  example,  von  Heimburg  et  al. 
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undertaken  to  develop  planar  Clark‐type  oxygen  chips  that  allow  cell  growth  directly  on  the 
permeable electrode membrane for a direct measurement beneath the cell layer (Wu et al. 2010). 
Additionally,  electrochemical  sensing  systems  based  on  the  principle  of  the  cytosensor 
microphysiometer are an emerging tool for the metabolic analysis of cells (McConnell et al. 1992). 
The microphysiometer is often used for the electrochemical detection of multiple analytes, such as 











the sample. Usually,  15O  is used as  radiotracer  for  in vivo PET measurements of perfusion rates, 















especially  for monitoring  the  brain  (Hoeffner  2005).  However,  PET  imaging  has  a  relatively  low 
spatial resolution of about a few mm when compared to other oxygen sensing techniques and image 
acquisition  is  rather slow which  limits  its applicability when monitoring cell monolayers or small 
tissue samples (Kudomi et al. 2013; Lopci et al. 2014). Furthermore, most radioisotopes have a short 
half‐life,  e.g.  15O  about  2.03  min,  so  radio  tracers  need  to  be  produced  immediately  before 
application in a medical cyclotron (Schlyer 2004). 













human  kidney  on  water  diuretic  function  (Tumkur  et  al.  2006).  In  contrast  to  MRI,  electron 







thus  enabling  two  and  three‐dimensional  mapping  of  pO2.  EPR  imaging  has  been  used  for  the 
successful  determination and  comparison of  normal oxygenation and  stroke  induced hypoxia  in 
rabbit brains (Khan et al. 2015) or for monitoring oxygenation during wound healing processes in 






As  oxygen  itself  cannot  be detected by optical means,  these  techniques  rely  on  suitable  sensor 
probes.  The presence or  absence of oxygen alters  the  spectral  properties of  the  applied probe, 
resulting  in changes of absorption/emission wavelength and/or  intensity as shown  in Fig. 1.2, E. 
Probes can have endogenous origin, which means they are expressed by cultivated cells and tissues. 
One example is the luciferase reporter system. This method uses the oxygen dependent induction 











been  developed  for  measurements  of  pO2  in  cells  and  tissue.  Marker  molecules,  such  as 
misonidazole  and  pimonidazole,  are  widely  used  to  distinguish  between  hypoxic  and  normoxic 
tissues  and  cells.  Low  pO2  leads  to  a  reductive  activation  of  the  compounds,  which  then  bind 
specifically to thiol containing proteins in hypoxic cells. The marker molecule‐protein adducts can 
then be detected for example by immunostaining (Raleigh et al. 1985; Varia et al. 1998). Hypoxia 
staining  is  often  used  to  label  hypoxic  cores  for  the  characterization  of  tissue  models  such  as 
spheroids  (Laurent  et  al.  2013; Mikhail  et  al.  2013).  Photoacoustic  spectroscopy  is  an  emerging 
technique that combines optical absorption of either endogenous (e.g. hemoglobin) or exogenous 
probes  (e.g. metalloporphyrins) with ultrasound and  its  interference by  the presence of oxygen. 





of  application  of  photoacoustic  spectroscopy  is  monitoring  of  vascular  oxygenation  and  tissue 
oxygenation (Cui and Yang 2010; Tsytsarev et al. 2011). Molecular oxygen can also be measured by 














distinguish  between  normoxic  and  hypoxic  areas  with  pO2  <  10  torr.  Probing  samples  with 
photoacoustic  spectroscopy  allows  deep  tissue  penetration  and  3D  mapping.  However,  a 
sophisticated, expensive set‐up comprising two NIR lasers is needed (Papkovsky and Dmitriev 2013). 
Absorption  based  systems  with  biological  application  are  scarce  as  their  response  time  and 
resolution is slow, most reactions are not reversible and they are prone to error due to interference 
with factors such as pH or ionic strength. These types of sensors are mainly used for the detection 
of  oxygen  in  the  gas  phase  e.g.  in  food  packaging  (Mills  2005).  Oxygen  sensing  based  on 
luminescence quenching of a sensor dye provides a good alternative when measuring oxygen levels 









a  single wavelength.  However,  this  type  of  detection method  is  prone  to  errors  due  to  optical 
interferences and light scattering. These effects are particularly pronounced in biological samples, 
as they possess a high autofluorescence. This can negatively affect calibration and lead to incorrect 
determination  of  oxygen  values.  Additionally,  intensity  changes  of  a  single  dye  are  also  heavily 
influenced by parameters such as dye concentration, photobleaching and illumination uniformity. 











transfer  between  the  two  dyes  is  prevented. Oxygen  levels  are  determined  by  the  ratio  of  the 




iii)  A  third option  to determine oxygen  levels  is  the  luminescence  lifetime determination of  the 
sensor dye. The lifetime is defined as the time after excitation during which the indicator remains 
in  the  excited  state.  Lifetime  can  be measured  in  two modalities  –  either  in  time‐domain  or  in 
frequency‐domain  mode.  In  time‐domain  mode,  the  time‐dependent  intensity  decay  after  dye 
excitation  is  measured  and  the  decay  time  is  calculated.  Background  fluorescence  caused  by 
biological samples is completely eliminated by a short delay between excitation and recording of 
the usually  longer‐lived phosphorescence  signal  of  the  indicator  dye  (Lakowicz  2006).  The most 
common time‐domain detection method is a pulse‐and‐gate technique often referred to as rapid 
lifetime  determination  (RLD).  For  this  method,  the  sensor  dye  is  first  excited  by  a  suitable 




with  intensity‐modulated  light.  The  luminescence  emission  is  delayed  in  time  relative  to  the 
excitation.  This  phase  shift  can  be  used  to  calculate  the  lifetime.  Because  the  decay  time  is  an 
intrinsic  parameter  of  the  respective  luminophore,  it  is  not  affected  by  dye  concentration, 
photobleaching, fluctuations of the illumination source, detector sensitivity and optical geometry of 
the measurement set‐up (Wang and Wolfbeis 2014).  


































































quantum  dots)  and  metal‐ligand  complexes  (e.g.  metalloporphyrins  or  transition  metal‐ligand 
complexes).  The  latter  include  three  of  the  most  widely  used  indicator  dyes,  namely  PtTFPP 
(tetrakis(ﬂuorophenyl)‐porphyrin‐platinum),  PdTFPP  (tetrakis(ﬂuorophenyl)‐porphyrin‐palladium) 
and  Ru(dpp)3  (tris(diphenylphenantroline)‐ruthenium).  Metal‐ligand  complexes  are  particularly 
interesting  because  of  their  attractive  features,  such  as  long  luminescence  lifetimes,  high 
photostability, high quantum yields, absorption in the visible range and large Stokes shifts (Feng et 
al. 2012). Oxygen sensitive dyes can be used in different sensor designs that are commercialized 











was  imaged with a  fluorescence microscope via phosphorescence decay. For  in vivo  studies,  the 
indicator was injected intravenously into mice. Oxygenation of healthy and damaged kidneys was 




surrounding  biological  environment.  This  results  in  changes  of  luminescence  by  interfering 
molecules or binding of the dye to biomolecules. Dyes are also prone to degradation when taken up 
by cells (O'Donovan et al. 2005). The free dye is often highly phototoxic due to production of singlet 
oxygen,  especially  when  it  is  directly  taken  up  by  cells,  a  characteristic  that  is  made  use  of  in 




repeatedly  branched  structures  (dendrimers)  forming  a  protective  barrier  between  dye  and 
environment (Lebedev et al. 2009). This shielding results in a lower phototoxicity compared to the 
molecular dye as the interaction with the cellular environment is lower and singlet oxygen needs 






to  an  enhancement  of  the  two‐photon  induced  luminescence.  This  sensor was  applied  for  high 




in  mice.  The  probe  was  injected  subcutaneously,  showed  a  high  biocompatibility,  a  specific 










intracellular  and  tissue  oxygenation  because  of  their  excellent  compatibility  with  microscopic 













from  potential  interfering  cytosolic  molecules  (Lee  et  al.  2009).  Ormosil  based  PEBBLEs  were 
introduced into rat C6 glioma cells for a ratiometric readout of pO2 (Koo et al. 2004). Monodisperse, 





levels  in  2D  cultures  and  3D  neurosphere  aggregates  with  phosphorescence  lifetime  imaging 
microscopy  (PLIM).  Besides,  they  possess  good  stability  and  low  cytotoxicity.  However,  like 
mentioned above, the particles are not located in the cytosol but accumulate in lysosomes (Dmitriev 
et al. 2015). Sensor particles in the micrometer range are mostly applied for extracellular, bulk phase 
measurements  or  as  doping material  for  sensor  foils  because  their  size  is  rather  unsuitable  for 
























optic  based  sensors  need  to  penetrate  the  biological material, which  can  lead  to measurement 
artifacts  and  altered  pO2  due  to  oxygen  diffusion.  Without  a  micromanipulator,  the  spatial 
resolution of  this  sensor  technique  is  low and  it only allows point‐measurements. Fabrication of 
small needle‐type fibers is tedious and most probes are still unsuitable for small samples, as they 
are highly  fragile and the diameter  (d > 40 µm)  is  still bigger  than some samples  (Wilson 2008). 
Planar thin‐film oxygen sensors overcome the limitations of low spatial resolution and invasiveness 
of  fiber optodes. Planar oxygen sensor  films  typically consist of an optically  transparent, oxygen 
impermeable support layer and an oxygen permeable sensor layer which is usually a polymer matrix 
with embedded dyes or microparticles (Fig. 1.3, E). Additionally, some sensor foils contain an optical 












used. The geometry of  the sensor  foils  can be  tailored  to a  suitable  size. Small  spots can be  for 
example punched out of the sensor foil or be produced by soft lithography and plasma etching and 
can be easily incorporated in cell culture substrates and microfluidics (Nock et al. 2008). The planar 
layout  allows  2D  mapping  of  oxygen  levels  and  visualization  of  oxygen  gradients  within 
heterogeneous  samples  on  both, macroscopic  and microscopic  scale without  being  invasive,  as 
samples can be placed (or in case of cells or tissue grown) on top of the sensing layer. Imaging with 
oxygen  sensor  foils  can  be  easily  expanded  towards  multiparametric  imaging  by  embedding 
additional sensor dyes e.g. to sense pH, CO2 or temperature (Stich et al. 2010). Ungerböck et al. 








For example,  transplantable  sensors have been used  for online  in vivo monitoring of  changes  in 
tissue  oxygenation  in  the mouse  brain  (Tsytsarev  et  al.  2017).  However,  their  planar  geometry 
makes  sensor  foils  inept  for  intracellular applications and depending on  the sample, providing a 
suitable  interface  between  sample  and  sensor  may  be  difficult  to  realize.  Furthermore,  planar 
oxygen sensitive substrates can be combined with scaffolds used for 3D cell culture. This approach 
was  used  in  a  set‐up  for  intensity  based  measurement  of  pO2  inside  a  homemade  perfusion 





fiber optic  sensor,  has been developed  for mapping oxygen  levels  of  human mesenchymal  cells 
cultivated  inside  demineralized  bone  matrix  scaffolds  (Westphal  et  al.  2017).  A  more  elegant 
method is the direct incorporation of the sensor dye inside the scaffold to create 3D oxygen sensitive 
culture  scaffolds,  as  shown  in  Fig.  1.3,  F.  The  advantage  of  this  3D  layout  is  that  the  scaffold 
architecture  mimics  the  physiological  tissue/cell  environment  more  closely  than  planar  culture 
substrates.  3D  oxygen  scaffolds  were  for  example  produced  by  soaking  a  porous  scaffold  with 
polymer/dye solution. This method has been used to implement a Pt porphyrin inside a 3D scaffold 
for  measuring  the  oxygenation  of  cancer  cells  and  aggregates  with  confocal  phosphorescence 
lifetime  imaging  microscopy  (Jenkins  et  al.  2015).  Oxygen  sensitive  scaffolds  that  enable  non‐
invasive, high resolution 3D mapping of pO2 can also be fabricated by electrospinning. These sensor 


























applications  of  toxins  or  drugs  (Giang  et  al.  2013;  Andreux  et  al.  2014).  This makes  oxygen  an 
informative  marker  for  biomedicine,  drug  screening  or  cytotoxicity  measurements.  So  far, 
determination of oxygen levels is either sophisticated and expensive, or invasive, or does have low 














incubator  and  the  used  sensor  foils  should  exhibit  biocompatibility  and  photostability.  The 
functionality of the oxygen sensor system should be evaluated in proof‐of‐concept studies in which 
cellular  oxygen  consumption was monitored  under  various  experimental  conditions  and  oxygen 
gradients caused by respiring cell spots were imaged.  
Simultaneous  recording  of  two  or  more  cellular  parameters  is  a  useful  approach  that  allows 









physiology  and  structure  resemble  tissue  but  their  cultivation  is  easier  compared  to  3D  tissue 
culture. Especially multicellular tumor spheroids have come into the focus of research as they offer 
an attractive alternative to study (chemotherapeutic) drug efficacy and delivery, cell responses to 
radiotherapy,  angiogenesis,  tumor  growth  and  proliferation,  as  well  as  invasion  and  migration 
processes (Weiswald et al. 2015). Thus, the third project addressed the application of 2D oxygen 
sensor  foils  to  tumor  spheroids.  Half‐spherical MCF‐7  tumor  spheroids  should  be  cultivated  on 
oxygen sensitive foils without influencing their cell viability. Oxygenation levels should be monitored 
with high spatio‐temporal resolution under standard growth conditions using the imaging system 
introduced  in  the  first  project.  Additionally,  the  influence  of  drugs  on  oxygen  gradients  and  on 
oxygen consumption of metabolically active spheroids should be studied. 
Although oxygen monitoring based on luminescence quenching possesses many benefits compared 
to other detection methods,  collisional  quenching of  sensor dyes by  triplet  oxygen  leads  to  the 




film substrates with  incorporated oxygen sensor dyes. Wounds should be  introduced  to  the cell 
layer by an optical wounding procedure using a suitable  light source, such as a confocal  laser of 










before usage and cells were exposed  to  sterile media and  reagents only. All buffers, media and 
reagents were warmed in a water bath at 37 °C before they were applied to the cells. Cells were 


















to  MDCK  II  cells.  However,  they  do  not  exhibit  domes  during  cultivation.  NRK‐52E  cells  were 




display a morphological  structure close  to  the mammary epithelium,  including  the expression of 
Materials and Methods 24 
estrogenic  receptors  (Soule  et  al.  1973).  U‐373  MG  (Uppsala)  cells  are  human  glioblastoma 
astrocytoma  cells which  originate  from malignant  brain  tumor  tissue.  They  exhibit  an  astrocyte 
phenotype and grow in adherent monolayers (Ponten and Macintyre 1968). The U‐373 MG cell line 
was kindly provided by Prof. Buschauer (Institute of Pharmacy, University of Regensburg, Germany). 































































































































centrifuged  as  described  in  Tab.  3.2.  The  cell  pellet  was  resuspended  in  culture  medium 






























































transferred  to  a  50 ml  centrifugation  tube.  10 ml  of  pre‐warmed  culture medium were  added 
dropwise to the suspension and the sample was centrifuged according to the parameters of  the 
respective  cell  type  (see  chapter  3.1.2).  Afterwards  the  cell  pellet  was  resuspended  in  culture 
















return  to  the ground  state  is  spin allowed and usually occurs within a nanosecond  range.  Thus, 












a  transition  from  S1  to  the  first  triplet  state  T1,  a  process  which  is  called  intersystem  crossing. 
Because return from T1 state to the ground state by phosphorescent emission  is spin forbidden, 
emission from this state is usually slow. In contrast to fluorophores, phosphorescent dyes show a 









from  the  singlet  to  the  triplet  ground  state  is  fast  due  to  interaction with  solvent molecules  or 
oxidation reactions with neighboring molecules yielding a lifetime in H2O of about 3 µs (Egorov et 
al.  1989; Mitra  and  Foster  2000).  Collisional  quenching  by molecular  oxygen  is  a  photophysical 





Different  from  sensing  oxygen  levels  by measuring  changes  in  luminescence  intensity,  which  is 
heavily  influenced  by  photobleaching,  fluctuations  of  light  source  intensity  or  changes  of  dye 
concentration, ratiometric optical oxygen sensing provides less error‐prone measurements. Usually 
both, an oxygen sensitive dye and a reference dye are incorporated in the same matrix environment 
(Fig.  3.2,  A).  However,  using  a  single  ratiometric  dye  which  shows  both,  oxygen  sensitive 
phosphorescence and oxygen insensitive fluorescence is also possible (Zhang et al. 2009; Yoshihara 
et  al.  2012).  The  reference  dye  requires  being  unquenchable  by  oxygen  while  showing  low 
susceptibility  to  photobleaching  comparable  to  the  sensor  dye.  Further,  there  should  be  no 



























oxygen  sensitive  layer  which  contains  an  oxygen  sensitive  dye  and  a  reference  dye  is  directly 






















































mic  can  be  easily  incorporated  into  a  standard  cell  culture  incubator  (48  l  volume)  so  that 
measurements with biological samples in L‐15 medium or PBS can be conducted at 37 °C, 0 % CO2. 
The  system  is  connected by a  software  interface  to a PC. Fig. 3.4, B  shows  the  structure of  the 
detector  unit  in  detail.  The  imaging  detector  is  connected  to  a  0.32x  extension  TV‐tube  (Opto, 
Graefelfing, Germany) via a C‐mount lens adapter. Emission filters between tube and detector unit 
cut  off  any  interfering  light  from  the  excitation  source.  A  5x microscope  objective  (EC  Epiplan‐
Neofluar  5x/0.13  HD,  Zeiss,  Jena,  Germany)  is  mounted  on  the  TV‐tube  for  microscopic  image 
magnification.  The  working  distance  between  microscope  objective  and  the  small  petri  dish 
containing  the  oxygen  sensitive  foil  and  cell  samples  is  about  1.2  cm.  A  trans‐illumination  light 
source holder that matches the top cover of the small petri dish was printed using a 3D plotter. This 







the  blue  LED.  Red  emission  of  the  sensor  dye  and  green  emission  of  the  reference  dye  passes 
through the microscope objective and are collected by the detection unit. Image acquisition is fully 
automated  and  controlled  by  a  customized  version  of  the  AnalytiCal®  software.  Usually, 

































with 9.6 ml of  the  respective buffer  (see Tab. 3.4)  through  the opening  in  the  lid using a 10 ml 







Because  imaging  of  confluent monolayers  resulted  in  homogeneous  spatial  distribution  of  pO2, 
both,  changes  in  spatial  and  temporal  distribution  of  pO2  were  imaged  using  a  small  spot  of 
monolayer cells cultivated on the oxygen sensor film.  
Due to the weak adhesion of PDMS to the sensor foils, another approach was chosen to provide a 






medium,  sealed  air‐tight with  the  custom‐built  lid  and  the  Petri  dish  filled  up with  9.6 ml  L‐15 
medium.  
 
Fig. 3.5 Preparation procedure of oxygen sensitive culture  substrates. After  removal of  the  light  impermeable 
cover layer, a round oxygen sensor spot was punched out, glued to the bottom of a small petri dish and allowed 
to dry. Treatment with argon plasma was used to sterilize petri dishes and sensor spots for use in cell culture. 















































min  with  PBS‐‐/EDTA.  Then,  cells  were  incubated  for  20  minutes  with  trypsin.  Afterwards  the 
surfaces were washed three times with deionized water. The clean sensors were either put back 






Na2SO3  to  the medium.  All  calibration  solutions were  pre‐warmed  to  37  °C  during  preparation. 
During the calibration process, a droplet of oxygenated calibration solution was added to the oxygen 
sensitive  foil and  the signal was  recorded by using  the snapshot mode of  the VisiSens software. 
Then, the solution was aspirated, a droplet of deoxygenated medium was added and the signal was 
recorded. Camera and LED settings during calibration were kept identical to the parameters of the 





calibration  data was  used  to  convert  the  respective  individual  raw  data  images  into  false  color 
oxygen images as a function of time. Changes in oxygen partial pressure as a function of time were 
determined with the z‐profile function. Therefore, an appropriate ROI was chosen and the averaged 





































microscopy  is  a  technique  to  enhance  contrast  of  unstained  biological  samples  and  was  first 
described by Frits Zernike in the 1930s (Zernike 1935). The principle of phase contrast microscopy 
is based on the phase shift of light which is caused by the specimen, also called the phase object. 













biomedical  research.  It  allows  a  detailed  investigation  of  sample  surfaces  and  their  three 
dimensional  properties  (www.leica‐microsystems.com/science‐lab/).  The  design  of  a  stereo‐
microscope uses two different optical paths that  include separate  intermediate  lenses, objective 





















in  the  light  path,  allowing  optical  sectioning  of  the  samples.  By  scanning  the  sample  laterally 
scattered light is excluded. Light emitted by the fluorophores is guided through a dichroic mirror 
eliminating  undesired  wavelengths.  The  axial  resolution  of  the  images  can  be  varied  by  using 
detection pinholes of different sizes. After passing a confocal detection pinhole which excludes any 
axially  scattered  light,  the emitted  fluorescence  is  collected by  a photomultiplier  tube or  a CCD 
(charge coupled device) camera. In contrast to conventional wide‐field microscopy, CLSM enables 
visualizing biological structures in more detail due to its higher lateral and axial resolution. Next to 
single  recordings  of  optical  xy‐sections,  samples  can  be  imaged  in  3D  using  a  series  of  optical 
sections collected at different z‐planes of the sample. xy‐sections and z‐series can be collected as 
4D data sets using time‐lapse mode. This four‐dimensional imaging gives a better insight into cellular 











(see  chapter  7).  For  high‐resolution micrographs,  such  as  z‐stacks  of MCF‐7  spheroids,  the  60x 


















MDCK  II monolayer cells grown on oxygen sensor  foils. A cell  spot was cultivated  in a petri dish 
containing  an  oxygen  sensor  spot  as  described  in  chapter  3.2.3.  Cells  were  either  stained 
immediately after barrier removal or after 40 h of oxygen imaging. First, the medium was aspirated 
and  cells  were  washed  twice  with  1  ml  PBS++.  Then,  cells  were  fixed  with  1  ml  4  %  (w/v) 
paraformaldehyde (PFA) in PBS++ buffer for 10 min at room temperature. After two washing steps 




















Fig.  3.7  Principle  of  the  live‐dead  staining  with  Calcein  AM  (CaAM)  and  Ethidium  homodimer‐1.  The  non‐
fluorescent dye CaAM is converted by intracellular esterases of live cells to Calcein. Calcein, which binds Ca2+, is 
trapped inside the cells and emits strong green fluorescence. When cells are dead, the membrane impermeable 

















filamentous  actin  (f‐actin).  In  this  work  the  brightly  green  emitting  conjugate  Alexa  Fluor®  488 
phalloidin was used to label the actin cytoskeleton. 
The  actin  cytoskeleton  of  cells  grown  on  oxygen  sensor  foils  was  stained  using  the  following 
protocol. Cells were inoculated with a density of 5.0 x 104 c cm‐2 or 4.5 x 105 c cm‐2 in Lab‐Tek® 8‐
well chamber arrays that were glued to the oxygen sensor foils using silicon glue (see chapter 3.2.4). 























ܴ ൌ 	௎ூ            (3.3) 
Hence, in an electric system with an alternating current (AC) circuit, the impedance Z is described 
by  the  ratio  of  the  applied  alternating  voltage  to  the  resulting  alternating  current.  Impedance 
spectroscopy applies a sinusoidal AC voltage at an angular frequency ω whose complex dimensions 
can be described by Euler’s formula: 
ܷሺݐሻ ൌ 	ܷ଴݁௜ఠ௧          (3.4) 
and: 
߱ ൌ 2ߨ݂          (3.5) 
where U(t)  is the alternating voltage at a certain time t, U0 the voltage amplitude, ω the angular 
frequency, f the AC frequency and ݅ ൌ 	√െ1. 
Equation  3.6  describes  the  corresponding  sinusoidal  alternating  current  I  at  a  time  t  with  the 
amplitude I0: 










௜ఝ ൌ 	 |ܼ|݁௜ఝ        (3.7) 
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The impedance Z can be expressed as the sum of two components using the Cartesian notion:  
ܼ ൌ ܴ ൅ ݅ܺ            (3.8) 
The first term is named the resistance R and it is the real part deriving from the current that is in‐
phase with the alternating voltage. The second component is the imaginary part or reactance X. X 












ܴ ൌ |ܼ|ܿ݋ݏ߮ ൌ ܴ݁ሺܼሻ      ܺ ൌ |ܼ|ݏ݅݊߮ ൌ ܫ݉ሺܼሻ     (3.9) 
Vice versa, reactance X and resistance R can be converted into the polar coordinates |Z| and ߮: 























parameter  equivalent  circuit  (Fig.  3.9,  inset).  Within  the  circuit  model,  three  elements  are 
connected in series which represent the individual impedance contribution from the bulk medium, 
the cell layer and the electrode. The electrolyte resistance of the bulk phase medium is represented 
by  the  ohmic  resistance  Rbulk,  while  contributions  from  the  electrode‐electrolyte  interface  are 
described by a constant phase element (CPE). When a cell‐free electrode is analyzed, only Rbulk and 
the  CPE  contribute  to  the  total  impedance.  However,  when  a  confluent  cell  layer  covers  the 
electrode,  its  impedance  Zc  additionally  contributes  to  the  total  impedance.  Depending  on  the 




morphology. At  frequencies higher  than approximately 10  kHz,  the AC  current  can pass directly 
through  the  cellular  plasma  membrane  by  capacitive  coupling  (transcellular  pathway).  Thus, 
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using  a  sputter  coater  (Sputter  Coater  Bal‐Tec  SCD  050)  as  shown  in  Fig.  3.10,  B3.  In  order  to 
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inside  a  humidified  incubator  (48  l)  at  37  °C,  0  %  CO2.  The  electrodes  were  contacted  by  the 
customized holder shown in Fig. 3.10 and connected to the impedance analyzer (SI 1260, Solartron, 
Farnborough, UK) via a relay that switches between different electrode pairings. Both, relay and 




measurement  was  controlled  by  a  customized  LabVIEW™  based  program  written  by  Prof.  J. 













































to  higher  impedance  at  the  high  frequency  end  of  the  spectrum.  The  obvious  nature  of  this 
impedance  shift  allowed  for  a  simple  correction.  Therefore,  resistance  of  the  electrodes  was 
corrected so that a final value of the high frequency impedance was equal to 100 Ω at 104 Hz.  
ܴ௖௢௥௥ ൌ ܴ െ ݔ;          (3.11) 
with: 




|ܼ|௖௢௥௥ ൌ 	ටܴ௖௢௥௥ଶ ൅ ܺଶ          (3.13) 
with: 









For  all  wound  healing  assays  conducted  in  this  work,  NRK  cells  were  seeded with  a  density  of 




















more  to completely  remove any  remaining cleaning solution. Finally,  the clean glass  slides were 
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230000 g/mol)  and  3  %  (w/w  of  PS)  5,10,15,20‐Tetrakis(2,3,4,5,6‐pentafluorophenyl)‐porphyrin‐
platinum(II) (PtTFPP), a molecule that absorbs visible light and undergoes phosphorescence which 
is  readily  quenched  by  dissolved  oxygen.  Both  components  were  dissolved  in  toluene  and  the 























the  lid  during  illumination.  Usually,  NRK  culture  medium  was  used,  except  when  mentioned 
otherwise. The samples were wounded using the 10x magnification objective of the Nikon Eclipse 
Materials and Methods 56 



























scratch were  introduced on  the outer bottom  side of  the petri  dishes before  scratching using a 




































electrode  remain  vital  as  they  are  not  affected  by  the  electrical  field  (Fig.  3.15).  The  increased 
electrical voltage during pulse application leads to the lesion of the cellular plasma membrane which 
eventually results in death of all cells on the electrode which can be followed as a sudden drop of 
impedance  to values of a cell‐free electrode. As soon as  the wound has been  introduced,  intact 
neighboring cells start to migrate. The repopulation of the working electrode can be monitored as 









400 µl  and  contains  two  linear  gold  film electrodes with a  size of 667 µm x 150 µm. The  linear 
electrode layout allowed the generation of wounds with similar geometry compared to the optical, 














ݕ ൌ ܣ ൅ ܤݐ            (3.15) 
with the time t in h, a slope B representing the average wound healing rate in and an intercept A. 
ݕ ൌ ܣଶ ൅ ஺భି஺మଵାቀ ೟೟బቁ





















of  sensor  dyes  has  gained  much  popularity  in  recent  years 
offering  an  alternative  to  electrochemical  sensing  systems, 
such as  the Clark electrode. Optical oxygen  sensors have  the 
advantage to being fully reversible and to not consume oxygen 
during  the  measurement  (Wolfbeis  2015).  Up  now  a  huge 
number  of  optical  oxygen  sensor  types  has  been  developed, 
ranging  from  free  dyes,  to  dendrimers,  nanoparticles,  sensor  foils  or  needle‐based  sensors. 
However, when monitoring biological samples, such as cells, particle or microneedle based probes 
are invasive, while the free dye is rather cytotoxic (Dmitriev and Papkovsky 2012). Planar oxygen 
sensitive  culture  substrates  offer  an  alternative, which  allows  the non‐invasive  detection of  the 
oxygen partial pressure directly beneath the cell layer. 
The aim of this project was to measure oxygen consumption of adherent monolayer cells with the 
new  imaging  system VisiSens  TD mic which was developed  in  cooperation with  PreSens GmbH, 
Regensburg. The imaging system fits inside a standard 48 l incubator which allows monitoring of cell 
samples  under  standard  culture  conditions.  Ratiometric  oxygen  sensor  foils  (SF‐RPSu4,  PreSens 
GmbH) were used as culture substrates for adherent mammalian cells. The close proximity of the 
cells  and  the  sensor  layer  allows  a  non‐invasive measurement  of  oxygen  concentration  directly 
underneath  the  adherent  cell  layer.  In  order  to  conduct  long  term  experiments  with  cells, 
parameters  such  as  the  photostability  and  the biocompatibility  of  planar  sensor  foils  had  to  be 
analyzed. In proof‐of‐concept studies cellular oxygen consumption was monitored as a function of 
seeding density, cell type, medium volume and medium composition. Furthermore, the effects of 































ratiometric  signal.  The  ratiometric  signal  shows  a  total  increase  of  about  1 %  compared  to  the 
starting  value  after  4800  images  were  recorded.  Furthermore,  the  effect  of  inhomogeneous 
illumination caused by imperfect alignment of the LED and the sensor spot within one field of view 
was  analyzed.  Local  changes  of  the  ratiometric  signal  that  are  caused  by  inhomogeneous 
illumination or inhomogeneous distribution of the two dyes, could lead to artefacts when imaging 
spatial distribution of oxygen  levels, e.g. during  imaging of small cell patches. Therefore, 9 small 
ROIs with a  size of 30 x 30 Px were chosen and  the  intensities and  the  ratiometric  signals were 
plotted as illustrated in Fig. 4.1, B. While the raw data image shows a broad intensity distribution, 
the  ratiometric  false  color  image  is  highly  homogeneous with  values  of  the  nine  analyzed  ROIs 
ranging between (0.70 ± 0.01) and (0.74 ± 0.02). These results indicate, that the sensor foil based 



















































standard cell  culture  substrates,  cells  cultivated on oxygen sensor  foils do  fully adhere onto  the 
surface when  seeded  sub‐confluent  and  confluent. However,  a  slight  increase  in  the number of 
dead, rounded‐up cells can be observed when cells are cultivated on coated and non‐coated oxygen 
sensor  foils.  Coating  of  sensor  foils  with  adhesion  promoting  agents  shows  no  significant 
improvement on cell adhesion  independent of  the analyzed cell  line. As cells were  inoculated  in 














illuminated  samples  (Fig.  4.3,  BI,  BIII).  Furthermore,  4  h  of  oxygen  imaging  does  not  affect  the 






petri  dish  surface  without  covering  the  sensor  spot  (Fig.  4.3,  CII).  Oxygen  consumption  was 
monitored in L‐15 medium. The decrease of pO2 is faster when cells cover the sensor foil, which 
allows  the direct determination of pO2 beneath  the cells  (Fig. 4.3, C,  ). Here,  the cells become 
anoxic  in about 3.75 h after measurement  start. When  the  sensor  is not  covered with  cells,  the 
oxygen depletion of the medium close to the sensor surface due to the oxygen consuming cells takes 
longer because of  the  extra diffusion distance.  The  sensor  reports on  a  slower decrease of  pO2 
reaching hypoxic values in about 7.5 h as seen in Fig. 4.3, C,  . 
 












an  air‐liquid  interface  that  enables  diffusion  of  oxygen,  measurements  of  cellular  oxygen 
consumption with the newly developed VisiSens TD mic imaging system were performed in closed 
systems  that were  sealed airtight  (no oxygen  influx)  and an open  system  that  allows oxygen  to 
diffuse in from the gas phase to the liquid phase. As closed systems three cultivation chambers with 












pO2  first decreases  linearly  to  (97 ± 11)  torr,  then pO2  reaches equilibrium with stable values of 
about  80  torr  ( ).  However,  pO2  readings  have  a  higher  standard  deviation,  probably  due  to 
condensation of water on the lid of the culture dish and the resulting scattering of the excitation 
light. Open and closed systems were compared with regard to cellular oxygen consumption rates 
(Tab.  4.1).  Therefore,  oxygen  profiles  of  closed  systems  were  fitted  linearly  (supplementary 
information,  Fig.  11.5)  and  the  apparent  oxygen  consumption  rates  (AOCRs)  were  determined. 
AOCR is the highest for closed systems with a medium volume of 4.8 ml and amounts to a value of 
(92.1  ±  3.4)  torr  h‐1.  With  a  doubling  of  volume,  AOCR  reduces  to  (50.5  ±  1.6)  torr  h‐1  that 
corresponds  to  55  %  of  the  original  value  to.  When  medium  volume  is  quadrupled,  AOCR  is 
decreased to 32 % compared to  the value recorded  in a volume of 4.8 ml  reaching a a value of 
(29.7 ± 1.1) torr h‐1. For the open system with a medium volume of 4.8 ml, the pO2 value after 5 h 
of measurement was used to calculate the oxygen consumption rate using eq. 3.2 (chapter 3.2.6). 












constant  (9.6 cm²), different volumes of  L‐15 medium were applied  to  the vessels. Closed systems were  filled 
completely with  L‐15 medium and  sealed  air‐tight, while  open  systems  still  possessed  a medium –  gas‐phase 






Vmedium / ml  AOCR ± SE / torr h‐1  pO2; 5h ± SE / torr  OCR ± SE / pmol s‐1 
Closed        
4.8  92.1 ± 3.4  2 ± 1  17.3 ± 0.7 
9.6  50.5 ± 1.6  2 ± 1  19.0 ±0.6 




































































at a density of 1.5 x 104 c cm‐2 ( ).  In addition, the curve loses  its  linearity with proceeding time 
when the three lowest cell densities are analyzed. This could be caused by a continuous increase of 











































oxygen partial  pressure beneath  the NRK  cell  layer  does not  fall  below 10  torr  after  62.25 h  of 
imaging ( ). 
 
Fig.  4.7  Time  dependent  oxygen  consumption  profiles  for  NRK  cells  which  were  inoculated  in  different  cell 
densities ranging from 2.0 105 c cm‐2 to 1.5 104 c cm‐2 24 h before cellular oxygen consumption was monitored in 




























































Experiments described  in  this chapter were conducted  in cooperation with L. Sauer  (Institute of 
Analytical Chemistry, Chemo‐ and Biosensors, University of Regensburg, Germany). NRK cells were 
grown  to  confluence  (seeding density  2.5  x  105  c  cm‐2)  on oxygen  sensor  substrates.  24 h  after 
seeding, the culture medium was aspirated and cells were treated with L‐15 medium adjusted to 
pH 6.4,  pH  7.2  and  pH  7.8.  Cellular  respiration  was  measured  in  dependency  on  different 
extracellular pH values (Fig. 4.9, A). Fig. 4.9, B shows the oxygen consumption profiles of NRK cells 













































malonoben  (Mal)  were  chosen  as  model  substances.  Antimycin  A  is  an  antibiotic  produced  by 
Streptomyces kitazawensis (Nakayama et al. 1956). Antimycin A belongs to a class of compounds 
that  are  known  to  inhibit  mitochondrial  complex  III,  the  second  proton  translocating  complex 
residing  in  the  inner mitochondrial membrane.  The high affinity of Ant A  to bind  to  complex  III 
effectively blocks  the electron  transfer at  the center Qi  (quinone‐reducing center),  resulting  in a 
complete  breakdown  of  mitochondrial  electron  transport  (Wallace  and  Starkov  2000;  Xu  et  al. 
2014).  Treatment  of  cells  with  effective  antimycin  A  concentrations  below  5  µM  leads  to  the 
complete inhibition of complex III, thus reducing cellular oxygen consumption to a minimum (Campo 
et al. 1992). In contrast to inhibitors, uncouplers of oxidative phosphorylation are compounds which 
lead  to  a  decrease  of mitochondrial  ATP  production.  Addition  of  uncoupling molecules  induces 
energy dissipating processes that compete with regular mitochondrial processes to store energy in 
form  of  ATP  (Wallace  and  Starkov  2000).  SF6847  [2,6‐di‐tert‐butyl‐4‐(2’,2’‐dicyanovinyl)phenol], 



























Fig.  4.10  The  effect  of  drugs  influencing  oxidative  phosphorylation  on  the  oxygen  consumption  of  confluent 
MDCK II  layers (seeding density 4.5 x 105 c cm‐2). Temporal changes of oxygen partial pressure as a function of 
time for MDCK II cells treated with L‐15 medium as control ( ), 100 nM malonoben ( ) or 2 µM antimycin A ( ). 
First, basal oxygen consumption was recorded in L‐15 medium. After 5.25 h (a), MDCK II cells were either treated 






AOCR  is  drastically  reduced  to  10  %  to  a  value  of  (6.9  ±  0.9)  torr  h‐1.  Uncoupling  oxidative 




saponin  (Sap)  permeabilizes  the  cell  membrane,  which  results  in  cell  death  and  breakdown  of 
metabolic activity. After addition of  fresh L‐15, pO2 of control cells, as well as drug treated cells 






















In  this  work,  the  influence  of  C‐dots  on  the  cellular  oxygen  consumption  was  investigated. 




The  time‐resolved  oxygen  consumption  profiles  are  depicted  in  Fig.  4.11,  B.  Under  control 
conditions,  the  oxygen  partial  pressure  below  the NRK monolayer  rapidly  drops  from normoxic 
levels  to  (10 ± 3)  torr after 4.5 h  (Fig. 4.11, B,  ). At  the same time,  the oxygen partial pressure 
reaches a value of (90 ± 7) torr when NRK cells have been incubated with 1.0 mg ml‐1 C‐dots (Fig. 
4.11, B,  ), while the pO2 of cells treated with 2.5 mg ml‐1 C‐dots reaches only (104 ± 1) torr (Fig. 













pronounced  for  cells  incubated  with  the  highest  C‐dot  concentration.  Furthermore,  a  clear 
difference between C‐dot treated cells and control cells can be seen after oxygen measurements 
are  finished 16 h  later. At  a  concentration of 1.0 mg ml‐1, many dead cells  cover  the  still  intact 
monolayer. However, cell morphology seems changed and cell‐cell contacts seem to be weakened 
compared  to  the  control.  Cells  treated  with  the  maximum  concentration  of  2.5  mg  ml‐1  have 
detached  from  the  growth  substrate  and  appear  to  have  died.  Additionally,  AOCRs  have  been 
determined  by  linear  fitting  (supplementary  information,  Fig.  11.12).  Values  obtained  by  linear 
fitting and corresponding volume independent OCRs are shown in Tab. 4.8. Incubation with C‐dots 
















effects on organisms  (Waalkes 2003).  Intoxication with cadmium compounds can  lead  to severe 
damage of organs, such as liver, lungs or kidney (Bertin and Averbeck 2006). In vitro studies with 
monolayer cells showed that µM concentrations of cadmium induce apoptosis, interfere with cell 
cycle  progression,  proliferation  and  DNA  repair  (Yang  et  al.  2004; Mao  et  al.  2007).  Long  term 
exposure leads to changes in gene expression levels, resulting in overexpression of protooncogenes 
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incubated  for  a  period  of  2  h  with  different  concentrations  of  CdCl2  in  NRK  culture  medium. 









Fig. 4.12  Influence of CdCl2 on  the cellular oxygen consumption of NRK cells.  (A) Confluent NRK cells  (seeding 
density 2.5 x 105 c cm‐2) were incubated for 2 h with NRK culture medium ( ), NRK culture medium containing 
100 µM ( ) or 300 µM CdCl2 ( ) before oxygen consumption was measured. (B) Decrease of the oxygen partial 


















treated  with  varying  concentrations  of  CdCl2  (summarized  in  Tab.  4.9,  for  linear  fits  see 
supplementary information Fig. 11.13). With an AOCR of (21.3 ± 0.3) torr h‐1, NRK cells treated with 



















































Fig.  4.13  (A)  A  patch  of  adherent MDCK  II  cells  growing  on  oxygen  sensitive  culture  substrates  is  created  by 









































determine  OCRs  of  rat  alveolar  cells  cultivated  in  open  and  closed  systems.  Similar  to  results 
obtained  in  this work  for  confluent  layers of MDCK  II  cells,  comparison of  alveolar  cells  yielded 




metabolism are analyzed,  it may negatively affect  short‐term measurements which monitor  fast 
changes of pO2 or prevent studies on sequential addition of compounds (Mamchaoui and Saumon 
2000).  However,  this  method  would  enable  using  open  multi‐well  plates  by  circumventing  a 










Upon  replacement  of  glucose  by  galactose  containing medium,  oxygenation  determined  in  the 
adherent cell  layer under galactose approached lower pO2 values compared to cells cultivated in 




Glc  but  presence  of  galactose,  energy  levels  can  be maintained  by  an  increased mitochondrial 
respiration. Cellular oxygen consumption rates can be further increased by addition of pyruvate and 








consumption  rates  in  Gal  containing  media  can  be  explained  by  a  shift  from  glycolysis  to 
mitochondrial respiration. Although cells can take up both, Glc and Gal by the superfamily of GLUT 
transporters located in the plasma membrane, most subtypes exhibit higher affinity for glucose than 












also  explain  the  enhanced OCRs  found  for  cells  cultivated  in  L‐15 medium  compared  to  values 
determined  in  PBS++/Gal.  Cells  rely  heavily  on  oxidative  phosphorylation  when  cultured  in  Gal 
containing medium, they become more susceptive to drugs and toxins targeting the mitochondria. 
This is often exploited in studies which assess drug‐induced mitochondrial dysfunction (Marroquin 





























































40  pmol  min‐1  µg  protein‐1 
(Oh et al. 2017) 
30 (Ruggiero et al. 2014) 































MDCK  II  cells  reach  low  pO2  values  in  the  culture medium more  quickly.  Except  for  the  lowest 
























cells cm‐2  in  this work  yielding  a  single  cell OCR of  (2.2  ±  0.1)  amol  s‐1  cell‐1.  This  value  is  lower 





















































































levels  around  150  torr  as  cellular  oxygen  consumption  is  completely  supressed.  As  already 












galactose, which  is  a metabolite  promoting  oxidative  phosphorylation  as mentioned  in  chapter 










































100  µM  was  found  by  dose‐response  analysis  (Stolwijk  et  al.  2012).  Additionally,  in  vitro 
nephrotoxicity was studied by incubation of kidney cells with low doses of CdCl2. Here, analysis by 
morphological  appearance  and  cytotoxicity  assays  revealed  that  low  concentrations  of  10  µM 
induced cell death by apoptosis after 24 h of incubation with CdCl2 (Tokumoto et al. 2011; L'Azou et 
al. 2014).  








of  adherent  cell monolayers  online.  The  system  is  based  on  the  ratiometric  readout  of  planar, 





Up  to now,  the VisiSens TD mic  system has a  low  throughput which allows measuring only one 
sample in one run. This is of course disadvantageous, especially when studying the effect of multiple 
parameters and different compound concentrations, because completing one measurement series 
is  highly  time‐consuming.  Regarding  this  kind  of  problem,  it  would  be  better  to  enhance  the 













effects  such  as  light  scattering  (Quaranta  et  al.  2012).  This  would  allow  the  control  of  cell 
morphology and adhesion as well as the colocalization of cellular structures and oxygen gradients 
e.g. when monitoring a cell patch. Moreover, the system could be easily adapted from sensing pO2 







Simultaneous  recording  of  two  or  more  parameters  is  a 








(Naciri  et  al.  2008).  Furthermore,  impedimetric  analysis  has  been  combined  with  SPR  to  study 
morphology  changes  and  dynamic mass  redistribution  in  adherent  kidney  cells  (Michaelis  et  al. 











information  about  changes  in  cell  morphology  and  electrode  coverage  via  impedance 
measurements, while changes in oxygen concentration report on the cellular oxygen consumption 








The  first‐generation dual sensor  layout  is depicted  in Fig. 5.1, A. The planar sensor consists of a 













consumption  profiles  of  MDCK  II  cells  cultivated  inside  the  microchannel,  recorded  in  three 
individual  measurements,  are  shown  in  Fig.  5.1,  B.  Upon  addition  of  fresh  L‐15  medium,  pO2 


























cells  inside  the  channel.  However, when  the  channel  is  applied  on  the  oxygen  sensor  foil,  that 
possesses an oxygen impermeable bottom polyester support layer, oxygen supply is insufficient and 
cells  quickly  become  hypoxic  as  shown  by  the  ratiometric  oxygen  measurements.  This  also 
influences viability and proliferation of the cultivated cells. Under static conditions cells did not grow 
to  confluence  –  which  is  a  necessary  requirement  for  stable  impedimetric  measurements  (for 
fluorescence micrographs, see Fig. 11.14). Therefore, the dual sensor layout was changed to a layout 











which allows optical access  to  the oxygen sensor  foils as described  in chapter 3.4.3.1.  First,  cell 
adhesion and viability were studied. Fig. 5.2, C shows fluorescence images of MDCK II cells stained 
with the live‐dead stains CaAM and EthD‐1 48 h after confluent inoculation. Cells adhere to both, 


















The novel  ECIS‐O2  chip was  analyzed  impedimetrically.  Therefore,  frequency  spectra of  cell‐free 
electrodes and of electrodes confluently covered with MDCK II cells were recorded. Cell‐covered 
spectra were recorded 24 h after seeding to guarantee a fully established cell monolayer formation 
and adhesion. Spectra were corrected  for  the ohmic  resistance of  the  feed  lines as described  in 
chapter 3.4.3.4  to enhance sensitivity. Spectral correction  led to an  increase of signal difference 
between  cell‐free  and  cell‐covered  electrodes  of  a  factor  of  about  2.2.  Fig.  5.3,  A  –  C  shows 
frequency‐dependent changes in impedance |Z|, resistance R and capacitance C of cell‐free ( ) and 
cell‐covered  ( )  electrodes.  The  impedance  of  the  system  significantly  increases  between 
102 – 104 Hz when a confluent cell layer covers the electrodes. A plateau value of about 5500 Ω is 





















Dual  online  monitoring  with  the  ECIS‐O2  chip  was  performed  in  L‐15  medium  under  cell‐free 
conditions for a period of 24 h to check for stability of the electrochemical signal and photobleaching 
of  the  oxygen  sensor  film.  Oxygen  partial  pressure was  determined  every  15 min with  camera 
settings similar to those used in cell experiments. pO2 beneath gold film electrodes could not be 
determined,  probably  due  to  low  oxygen  permeability  of  the  gold‐films.  Therefore,  ROIs  for 
determination  of  pO2  were  chosen  next  to  the  electrode  structures.  Results  of  3  independent 
measurements are depicted in Fig. 5.3, G which shows absolute values of impedance at 1 kHz ( ) 







of  the  spatial  oxygen  distribution  inside  a  cell‐free  culture  well  recorded  within  one  dual 
measurement run. As mentioned above, due to low permeability of gold, imaging of pO2 below the 
gold  film electrodes yields constant  low and artificial values, which do not allow a simultaneous 






















value  of  (4100  ±  500)  Ω  within  24  h  after  inoculation.  The  corresponding  time  course  of  the 
resistance  at  0.3  kHz  is  shown  in  Fig.  5.4,  B.  The  resistance  remains  at  its  starting  value  of 






50 % of  the  initial  value and  reaches  (70 ± 9)  nF after 24 h of  the measurement.  In  contrast  to 







ECIS‐O2  chip  after  cell  seeding  for  one  typical measurement  are  highlighted  in  Fig.  5.4,  E.  Fast 
deoxygenation  due  to  active  cell  metabolism  is  seen  in  the  heterogeneous  2D  spatial  oxygen 
distribution within 3 h after cell inoculation. Areas of low pO2 increase in size within 9 – 12 h after 














Similar to studies presented  in chapter 4.7,  the dual  impedimetric and  luminescent readout was 


















medium  exchange,  reaching  a  value  of  (2400  ±  300)  Ω  after  10.75  h.  This  data  indicates  that 
uncoupling of oxidative phosphorylation does not seem to have an immediate negative effect on 
cell viability. After 10.75 h, the medium was exchanged to 1 ml L‐15 medium containing 0.3 % (w/v) 











Fig.  5.5  Online  monitoring  the  effect  of  the  uncoupler  malonoben  (Mal)  on  confluent  MDCK  II  cells.  (A) 
Dual measurement of impedance ( ) and oxygen consumption ( ) with the ECIS‐O2 chip. After baseline recording 
in L‐15 medium, fresh L‐15 medium containing 100 nM Mal was added after 5 h (a). At t = 10.75 h, fresh L‐15 
























reaching  stable pO2 values below 10  torr within  t = 0.75 h with an oxygen consumption  rate of 




remains  at  the  level  of  oxygenated  solutions  during  the  complete  incubation  period,  yielding  a 
minimal OCR  of  (4.1  ±  5.2)  10‐2  pmol  s‐1.  Impedance  data  shows  that  Ant  A  seems  to  exhibit  a 
cytotoxic effect when applied to cells for several hours. Addition of Ant A is followed by a continuous 
decrease  of  |Z|  at  1  kHz,  resulting  in  a  total  signal  decrease  of  nearly  60  %  to  a  value  of 
(1400 ± 100) Ω  at  t  =  10.75  h.  As  indicated  in  Fig.  5.6,  A  by  arrow  b,  1  ml  fresh  L‐15 medium 
containing 0.3 %  (w/v)  saponin was added. Permeabilization and detachment of  cells  leads  to a 

































































blockers  of  oxidative  phosphorylation  yielded  results  similar  to  data  obtained  for  oxygen 
measurements  conducted  with  the  VisiSens  TD  mic  system  as  presented  in  chapter  4.7.  Dual 
monitoring  of  cells  treated  with  the  uncoupler  Mal  showed  a  rapid  decrease  of  pO2,  while 
impedimetric analysis indicated that cell morphology and viability remained unchanged. However, 





drastically  affects  cell  health  and morphology,  resulting  in  a  rapid  decrease  in  impedance.  The 
negative impact of antimycin A on cells was also found in studies conducted with PC12 and HL‐60 




III  upon  blocking  by  Ant  A  (Turrens  1997).  Furthermore,  blocking  of  oxidative  phosphorylation 
results in a breakdown of the mitochondrial membrane potential and a depletion of ATP, which has 
been shown to disrupt membrane functionality and to activate apoptotic pathways (Feldenberg et 
al.  1999).  Additionally,  lower  EC50  values were  obtained  for  cells  exposed  to Ant A  in  galactose 
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containing  medium  (Kamalian  et  al.  2015),  probably  due  to  metabolic  shift  towards  oxidative 
phosphorylation  as  already  explained  in  chapter  4.10.2.    This  could  also  explain  the  high 
susceptibility of MDCK II cells cultivated in Gal containing L‐15 towards Ant A. Usually, the applied 
concentration  of  2  µM  is  in  the  range  of  concentrations  typically  used  for  blocking  oxidative 
phosphorylation of cells in proof‐of‐concept studies. However, studies in literature focus mainly on 











inside  a  non‐humidified  incubator  with  the  VisiSens  TD  mic  system,  resulting  in  lower 
photobleaching and a better resolution. Alternatively, throughput could be enhanced by increasing 
the number of culture wells to four with one electrode pair per well. However, this would require a 




oxygen  content  less  prone  to  errors,  caused  by  fluctuations  of  the  illumination  source  or 




film  electrodes  deposited  on  the  sensor  film.  Additionally,  embedding  oxygen  sensitive  dyes  or 










spheroids  consist  of  aggregates  of  cells.  They  mimic 
physiological conditions normally found in tissue more closely 
compared  to  standard  2D  cell  culture.  Multicellular  tumor 
spheroids are currently used in many cancer studies. They are an attractive model system in studies 





cell  layer. Depending on the spheroid size, deprivation of nutrients  leads to the  formation of an 
inner  necrotic  core.  This  structure  with  different  isocentric  layers  leads  to  the  formation  of 
metabolic gradients from the inside to the outside of the spheroid which also occur in tissue. Due 
to  diffusion  limits  and  metabolic  activity  of  the  outer  cell  layers,  metabolic  waste  products 




injection  of  the  microneedle  and  they  consume  oxygen  during  the  measurement,  while 
immunohistochemical detection with markers such as misonidazole allows only an end‐point, semi‐
quantitative  determination  of  oxygenation  (Gross  et  al.  1995).  Nanoparticle‐based  detection  of 
oxygen inside spheroids can overcome these drawbacks to a certain extent. However, incorporation 
of highly oxygen permeable particles inside spheroids can alter spheroid structure or physiology, 
thus  influencing  oxygen  values  or  physiological  relevance  (Papkovsky  and  Dmitriev  2013).  The 
following chapter gives an overview of the application of the novel imaging system VisiSens TD mic 
for quantitative monitoring of oxygenation  levels  in  live MCF‐7  tumor spheroids under  standard 
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adhesion  of MCF‐7 monolayer  cells  to  the  oxygen  sensitive  culture  substrates  was  successfully 
tested. Confluent and subconfluent MCF‐7 cells were seeded onto uncoated and protein coated 



























Lower panel:  xy‐image of  the base of  the  attached  spheroid.  (B) Upper  panel:  3D  reconstruction of  a  control 
spheroid  cultivated  under  imaging  conditions  for  3.5  d  but without  illumination  of  the  sample.  Lower  panel: 










Before  imaging  is  started  the  viable  spheroid  nicely  attaches  to  the  sensor  foil  forming  a  half 
spherical  shape  as  illustrated  in  Fig.  6.2,  A.  After  another  3.5  d  of  cultivation  under 








































After  addition  of  fresh  L‐15  medium  at  t  =  0  h,  pO2  at  the  center  area  reaches  a  value  of 


































pO2 below 59  torr  increases by about 45 % with  increasing age  from 79600 µm²  for  the 7 d old 
spheroid to 140300 µm² for the 9 d old spheroid. However, Tab. 6.1 also shows that after analysis 
of three individual samples for each age, size of the area with minimum pO2 and minimum pO2 do 
not  significantly  increase  with  age,  but  are  strongly  dependent  on  the  cell  batch  and  passage 
number. Taken together, MCF‐7 spheroids do not seem to possess a hypoxic center with oxygen 
partial  pressure  below  10  torr  except  for  two  samples.  Analysis  of  pO2  from  ROIs  representing 
medium, spheroid edge and spheroid center as a function of time are shown in Fig. 6.4, C. 7 d, 8 d 
and  9  d  old  spheroids  show  similar  kinetics  of  pO2  change  for  the  individual  ROIs.  Medium 











  7 d  8 d  9 d 
area< 59 torr / µm²  79600  123700  140300 
area< 10 torr / µm²  0  0  0 
Minimum / torr  29.2  29.3  31.0 
  7 d (n = 3)  8 d (n = 3)  9 d (n = 3) 
area< 59 torr / µm²  85700 ± 8600  115500 ± 79800  149000 ± 89700 
area< 10 torr / µm²  927.8  0  104.2 
































in  the  corresponding  graph.  Mean  values  of  medium  ROI  resemble  normoxic  values  of  about 



























Oxygen  consumption  of  MCF‐7  spheroids  was  monitored  with  the  VisiSens  TD  mic  system  as 
depicted in Fig. 6.5, E. Compared to VisiSens A1, the novel imaging system has a much smaller field 
of view of 2064 x 1540 µm yielding a pixel size of 1.6 µm. This allows a more detailed recording of 
oxygen  gradients  formed  by  the  spheroid  with  better  resolution  of  the  transition  from  inner 
spheroid to the edges to the surrounding medium. The inner spheroid area with a pO2 between 19 
and  57  torr  can  be  clearly  distinguished  from  the  edge  regions,  with  oxygen  levels  gradually 
increasing concentrically from median values ranging between 57.0 – 76.0 torr to 76.0 – 95.0 torr, 













Spheroids  are  a  versatile  tool  commonly  used  for  drug  screening  and  cytotoxicity  tests  of 
pharmaceutical  compounds  (Wenzel  et  al.  2014;  Sabhachandani  et  al.  2016).  Usually,  analysis 
addresses  morphology  changes  documented  by  microscopic  techniques  or  metabolic  activity 
(Mehta  et  al.  2012).  However,  most  assays  are  either  invasive  and  end‐point  based,  such  as 
immunostaining of sectioned slices, viability assays or analysis of protein/DNA/RNA content, while 









oxidative phosphorylation.  Fresh  L‐15  culture medium was used as a  vehicle  control.  For better 
comparison of  the  three measurement conditions,  the sizes of  the ROIs used  to determine bulk 


















































as  a  function  of  time.  Gradient  formation was  first monitored  in  L‐15 medium.  After  8  h  fresh  L‐15 medium 
containing 100 nM Mal was added. Black arrows indicate time points directly before (a) and 0.5 h after addition 
(b) of 100 nM Mal, while the green arrow indicates the time point of medium exchange. (B) Corresponding raw 






values determined  in  L‐15 medium. However,  reoxygenation of  central  areas approximately 3 h 


































































similar  to  air  saturated  medium  outside  the  spheroid.  Although  so  far  no  data  is  available  in 
literature on the kinetics of oxygen gradient formation beneath spheroids, a number of studies have 
been conducted to determine spatial distribution of oxygen within spheroids. Mueller‐Klieser and 
Sutherland used microelectrodes  to measure oxygen gradients within  EMT6/Ro  spheroids.  They 
observed  asymmetric  oxygen  gradients  in  spheroids with  non‐spherical  geometry, while  oxygen 
gradients were symmetric in spheroids with spherical geometry. The group measured characteristic 




not  only  spatial mapping  but  also  temporal mapping  of  changes  in  pO2.  After  formation  of  the 
oxygen gradient, imaging data showed a symmetric gradient with a steep decrease of oxygenation 
from the bulk phase towards a homogeneous oxygenation in the center within half spherical MCF‐







onset  of  necrosis  in  spheroids  is  specific  for  the  observed  spheroid  cell  type,  spheroid  age  and 
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findings  are  similar  to  observations  described  in  this  work,  where MCF‐7  spheroids with  a  size 





have  not  yet  been  published.  Additionally,  imaging  data  showed  a  general  but  not  significant 
tendency that the inner area with a pO2 below 59 torr increased with increasing age of the MCF‐7 
spheroids probably due  to  increasing  size of  the  cell  aggregates. However,  size of  the  area was 
strongly dependent on passage number of cells used to form the spheroids. Although nothing  is 
known about age dependent oxygenation  in spheroids,  results  from  literature state  that oxygen 
levels  in spheroids strongly depend on the cell  type, spheroid size, ambient oxygen content and 
cultivation conditions.  It was found that V‐79 spheroids cultivated  in spinner flasks exhibit  lower 
inner pO2 compared to samples cultivated under static conditions (Carlsson et al. 1979; Kaufman et 
al.  1981).  Oxygenation  profiles  of  EMT6/Ro  and  V‐79  spheroids  were  found  to  be  significantly 
different  when  samples  of  similar  size  were  compared.  Compared  to  EMT6/Ro  spheroids  V‐79 
Chinese  hamster  lung  fibroblast  aggregates  had  a  steeper  decrease  of  pO2  in  the  rim  and 
considerably  lower  inner  oxygen  partial  pressure  (Mueller‐Klieser  and  Sutherland  1982).  Newer 
studies  suggest  that  oxygenation  of  E18  neurospheres  depend  on  the  size  of  the  sample. 
Intracellular  oxygenation was measured  by  lifetime  imaging  of  small molecular  phosphorescent 
probes. While smaller samples of about 60 µm diameter showed no lateral oxygen gradient but a 






commercial  oxygen  imaging  systems.  With  a  resolution  of  1.6  µm/Px,  images  depicting  lateral 
oxygen gradients caused by MCF‐7 spheroids were recorded, showing in detail central areas with 
low pO2 and  transition zones  from the center  to  the  surrounding medium. Therefore,  the novel 
imaging  set‐up  clearly  outperforms  the  commercial  system  where  rim  regions  could  not  be 
distinguished from the central regions due to poor spatial resolution. As mentioned above, detailed 
oxygen  gradients  were  recorded  in  neurospheres  using  phosphorescence  lifetime  imaging 
microscopy. Compared to measurements done with the VisiSens TD mic system, PLIM possesses 
higher resolution as the system is equipped with a 20x magnification objective. However, this set‐


















Results  for  MCF‐7  spheroids  treated  with  the  protonophore  malonoben  show  a  similar  trend 





is  known  to  be  highly  prone  to  errors  – while  studies  using  optical  oxygen  sensors  are  scarce. 
Experiments conducted with pimonidazole stained HCT116 spheroids treated with the uncoupler 






This  is  consistent  with  observations  made  in  MCF‐7  spheroids  that  were  monitored  in  L‐15 
medium/Mal that also contains galactose, pyruvate and glutamine. There, deep deoxygenation was 
observed  for  about  3  h  followed  by  reoxygenation  to  baseline  levels.  Furthermore,  PLIM 
experiments  performed  with  neurospheres  led  to  increased  phosphorescence  lifetime  of  the 





in  literature.  Although  no  data  reports  on  the  effects  of  Ant  A  in  MCF‐7  spheroids,  complete 
reoxygenation was detected in pimonidazole stained cryosections of HTC116 spheroids (Klutzny et 
al. 2017) and FaDu spheroids (Ashton et al. 2016) that had been treated with 0.2 – 1 µM antimycin. 











uncouplers  of  oxidative  phosphorylation  rely  on  end‐point  assays,  such  as  immunofluorescent 
labeling of spheroid sections. Studies conducted by phosphorescent lifetime imaging are not to be 
laid out for continuously monitoring of samples but rely on snapshots from one defined time point. 














make  the  imaging  system  a  promising  candidate  for  pharmacological  screening  studies,  future 
efforts should be undertaken to image multiple samples simultaneously. This could be for example 
done by using a combination of multiwell‐plates equipped with planar sensor spots and a motorized 









cytotoxic.  Although  its  lifetime  is  short,  direct  exposition  to 
singlet  oxygen  leads  to  oxidation  of  biomolecules,  such  as 
proteins,  lipids  or  nucleic  acids.  Exposure  to  high 













layer  should be created  to  study  the migration behavior of  cells  in  the periphery of  the wound. 
Therefore, a thin polymer film with an incorporated oxygen sensor dye were deposited upon cover 
glasses by spin coating. These oxygen sensitive substrates are the basis of the wound healing assay 












Oxygen  sensitive  substrates  designed  for  wound  healing  were  produced  by  doping  the 
biocompatible  polymer  polystyrene  (PS)  with  the  oxygen  sensor  dye  PtTFPP  and  subsequent 
deposition on a glass coverslip by spin coating as described in chapter 3.5.1. For application in an 






contrast  micrographs  recorded  24  h  after  cell  inoculation  show  that  NRK  cells  are  adhered  to 
PS/PtTFPP. Cells on PS/PtTFPP substrates showed similar proliferation behavior compared to cells 
cultivated on control substrates confluently covering the substrates 96 h after cell inoculation. These 
results  indicate  that  biocompatibility  of  PS/PtTFPP  substrates  is  similar  to  standard  cell  culture 
substrates. 
 





















remained  vital,  as marked  by  the  strong  green  cytoplasmic  fluorescence  of  CaAMin  a  live‐dead 
assay. Fig. 7.2, B illustrates samples illuminated for 0.5 min with a mercury arc lamp through a UV‐
2A filter block (λex = 380 nm, λem ≥ 420 nm) and a 4x objective. Equivalent to the circular field of 
view,  a  roughly  circular  wound with  a  diameter  of  about  400  µm  is  created.  Analogous  to  the 


































of  PtTFPP  and  not  caused  by  direct  laser  irradiation  of  cells  and/or  the  polystyrene  substrate, 
confluent NRK  cell  layers were  grown on  PS/PtTFPP  coated  substrates, while  control  cells were 



















of  PS/PtTFPP  substrates  with  488  nm  or  543  nm  because  the  laser  light  does  not  match  the 








































Fig.  7.4  Dependency  of  wound  size  on  the  incubation  buffer.  Confluent  NRK  cells  inoculated  at  a  density  of 
2.5 x 105 c cm‐2 in petri dishes containing different incubation buffers were exposed to a 408 nm confocal laser in 
line  scan mode.  For  better  visualization  of  phase  contrast  images,  wound  edges  were  accentuated  by  white 
outlines using the NIH ImageJ software. (A) Phase contrast images of the generated wounds in dependency on 












wounding,  cells were examined using phase  contrast microscopy as presented  in Fig.  7.5, A.  As 




non‐filtered  samples exposed  for 0.5 min. The  shrinkage  in wound size  is even more prominent 
when light is passing through a ND 8 filter with 12.5 % transmittance. Here, the size of the wounded 
areas  for  samples  exposed  for  0.5 min  decreases  to  (43  ±  13) %  of  the  non‐filtered  values.  For 
samples  exposed  for  1  min  to  408  nm  laser  light,  sizes  of  the  wounds  reduce  from 
(269000 ± 2000) µm²  for wounds  generated without  filter  to  (165000  ±  12000) µm²  for wounds 
created with the ND 4 filter, corresponding to (61 ± 8) % of the area wounded without filtering. 


















The  term  vitamin  E  describes  a  class  of  hydrophobic  potent  antioxidants  that  protect  cells  and 
tissues against a wide variety of damaging effects and pathological conditions caused by 1O2 and 
other reactive oxygen species (Ricciarelli et al. 2001). It has eight forms with D‐α‐tocopherol being 




oxidation  of  vitamin  E  by  chemical  quenching  is  also  possible  (Kaiser  et  al.  1990).  Due  to  its 
hydrophobic nature, vitamin E is soluble and stable in nonpolar solvents (Preedy and Watson 2007) 
and can be incorporated into polymer matrices. This has been used for example in food packaging 
or  orthopedic  implants  as  its  antioxidative  characteristics  enhance  shelf‐life  of  products  and 
increase oxidation resistance (Noronha et al. 2014; Bellare et al. 2016). 
To prevent 1O2 induced cell death of cells exposed to 408 nm light, substrates designed for wound 
healing  were  doped  with  the  scavenger  (D‐α‐tocopherol)  as  described  in  chapter  3.5.1.  For 









4 µM  EthD‐1  to  distinguish  between  live  and  dead  cells,  as  illustrated  in  the  fluorescence 
micrographs in Fig. 7.6, C. Less 1O2 is produced when PtTFPP is excited for a shorter time, resulting 
in  smaller  wounds.  Wound  size  is  reduced  by  about  95  %  from  (112000  ±  13000)  µm²  to 
(6000 ± 6000) µm² when  cells  are  illuminated  for  0.5 min with 408 nm  laser  light on PS/PtTFPP 
containing 1 % (w/w of PS) Vit E as depicted in Fig. 7.6, D. A content of 2 % (w/w of PS) Vit E  is 




(156000  ±  12000)  µm²  on  PS/PtTFPP  substrates  without  Vit  E  to  (17000  ±  4000)  µm².  Higher 
concentrations  of Vit  E  scavenge emerging  1O2  efficiently which  results  in  vital,  undamaged  cell 




















































images  showing  the wound healing process  in dependency on  illumination  time at different  time points after 
wounding. Wounds are closed after 24 h. For better visualization wounds  in of phase contrast  images, wound 





















points  for samples  illuminated  for 1 min and 2 min. However, wound healing  rates at  t1/2 yields 
similar values  independent of  illumination time. The uncertainties  for vmax and t(vmax) have been 
estimated by numerical procedures  that determine  the maximum and minimum values  for both 
parameters based on the fit results with the logistic transfer function including the standard errors 
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that  will  be  closed  over  time  by  cells  migrating  in  from  the  periphery.  First,  a  confluent  NRK 
monolayer  grown  on  cell  culture  petri  dishes  was  wounded  by  scratching.  The  wound  healing 
process was monitored by recording phase contrast images at selected time points. Fig. 7.8, B shows 
typical microscopic  images  recorded  during  the migration  of  the NRK  cell  sheet  over  9  h.  After 
wounding, NRK cells start to migrate into the cell‐free gap, closing more than 77 % of the wounded 
area within 9 h and 100 % after 24 h, resulting  in a healed area of  (1203000 ± 63000) µm². The 








wound)  and  not  by  the  growth  substrate  (petri  dish  or  PS/PtTFPP)  itself.  Thus,  wound  healing 
behavior of confluent NRK monolayers was investigated for cells cultivated on PS/PtTFPP substrates 
but wounded by scratching (Fig. 7.8, C). PS/PtTFPP substrates designed for wound healing behaved 













Fig. 7.8  (A) Scheme illustrating the workflow of  introducing wounds  in a confluent cell sheet by scratching. (B) 
Phase contrast  images of a wounded confluent  layer of NRK cells at t = 0 h and subsequent wound closure by 
migrating  cells.  The  healed  areas  was  determined  as  a  function  of  time  over  a  period  of  9  h.  (C)  Schematic 









linear  and  logistic  fitting  of  data  shown  in  Fig.  7.8,  E  and  F.  The  uncertainties  for  vmax  and  t(vmax)  have  been 
estimated by numerical procedures that determine the maximum and minimum values for both parameters based 
on  the  fit  results  with  the  logistic  transfer  function  including  the  standard  errors  for  each  parameter.  They 




























migration of cells  into a cell‐free gap. Here, a physical barrier  is placed on  the growth substrate 
before cell seeding leaving a gap which cells cannot populate. After removal of the physical barrier, 
cells can migrate  into the artificial cell‐free gap. The barrier assay was conducted with confluent 
















culture petri dishes by removal of a cytocompatible physical barrier.  (B) Phase contrast  images  illustrating the 
migration  of  NRK  cells  into  the  wound.  (C)  Illustration  of  the  barrier  assay  conducted  on  PS/PtTFPP  coated 
substrate. (D) Typical phase contrast images showing the wound healing process of NRK cells over a period of 9 h. 
(E) Change of the healed area as a function of time for NRK cells wounded on cell culture petri dishes. Mean ± SE; 
























































































cells on 8W2LE electrode arrays. The wounding pulse was applied at  t = 0 h.  (C) Respective change  in healed 
electrode area as a function of time. Mean ± SE; n ≥ 2, T = 37 °C. 
 
Tab.  7.4  Wound  healing  rates  determined  for  the  electrical  ECIS®  assay  conducted  with  confluent  NRK  cells 
cultivated on 8W2LE ECIS® arrays. Results are shown for the half maximum capacitance change and logistic fitting 











































(Jonkman et  al.  2014),  and using  the  logistic  fit  function.  The  fit  parameters  are  summarized  in 
supplementary information, Fig. 11.22. Changes in wound healing rate are displayed as a function 
of  time  in Fig.  7.11,  C with  important  parameters  highlighted  in Tab.  7.5.  Linear  fitting  yields  a 
wound healing rate which is reduced by about 50 % compared to control conditions. Serum starved 





deprived NRK cells  reach a  vmax  value of  (17000 ± 2000) µm² h‐1  after 7 h. Half‐coverage of  the 
wounded area by serum deprived cells was reached about 2 h later compared to cells that were not 
Development of an Optical Wound Healing Assay 158 









































effectively  bind  actin  filaments  within  mammalian  cells.  Binding  to  actin  prevents  actin 
polymerization  but  leaves  depolymerization  unchanged  leading  to  a  net  reduction  of  the  actin 




After  wound  generation,  cell  migration  was  microscopically  monitored  in  NRK  culture  medium 
containing either no Cyt D or 0.1 µM Cyt D. Fig. 7.12, A  shows typical phase contrast  images of 
wounded  NRK monolayers  at  different  time  points  during wound  healing.  A  clear  difference  in 
wound  healing  behavior  of  control  and  Cyt  D  treated  cells  is  visible. While  cells  under  control 
condition exhibit a fast repopulation of the wounded area, cells treated with 0.1 µM Cyt D show a 
significantly slower migration into the wounded areas with incomplete wound closure 24 h after 






cells  repopulate  about  30 %  of  the wounded  area  3  h  after  wounding.  Fractional  repopulation 
increases to about 50 % after 6 h and 91 % after 9 h. 24 h after wounding, live cells have completely 
replaced dead cells forming the characteristic linear scar‐like bulge. Raw data was fitted using the 

























































invasive  potential  of  cancer  cells  (Martinez‐Zaguilan  et  al.  1996;  Hanahan  and Weinberg  2011) 
whereas acidosis negatively affects migration behavior in non‐transformed cells (de Valliere et al. 
2015). Furthermore, wound reepithelization is strongly dependent on extracellular pH (Kruse et al. 





Wounded  cell  layers  were  washed  twice  with  pH‐adjusted  serum‐free  L‐15  medium  and 




7.13, A  changing  the  extracellular  pH has  a  deep  impact  on wound  closure  behavior. NRK  cells 
monitored at pH 7.2 and at the slightly basic pH 7.8 can close the wounds within 24 h. Consistent 










linear and  logistic  fitting and differentiation as  shown  in  supplementary  information, Fig. 11.24. 
However,  results obtained at pH 6.4 did not permit  successful  logistic  fitting of data. Thus, only 
changes in wound healing rates for cells at pH 7.2 ( ) and pH 7.8 ( ) are depicted in Fig. 7.13, C with 
distinct  parameters  summarized  in  Tab.  7.7.  Logistic  fitting  shows  that  cells  with  an 












uncertainties  for  vmax  and  t(vmax) were  estimated  by  numerical  procedures  that  determine  the maximum and 
minimum values  for both parameters based on  the  fit  results with  the  logistic  transfer  function  including  the 
standard errors for each parameter. The uncertainties represent the full interval of values covered by the logistic 
parameter estimates and their individual standard errors. 
  pH 6.4  pH 7.2  pH 7.8 










Logistic fitting       
  t1/2 / h 
































spin  coating  on  glass  and  are  optically  transparent,  which  allows monitoring  of  wound  healing 
processes  with  a  standard  microscope.  The  novel  functional  substrates  exhibited  excellent 
biocompatibility  during  long  term  culture  of  adherent  mammalian  cells.  Wounds  were  easily 
generated by illuminating samples with an adequate wavelength around 400 nm, while wavelengths 




illumination  to  line  scan.  The wounding mechanism of  the novel  optical wound healing  assay  is 
based on the generation of highly cytotoxic singlet oxygen by luminescence quenching. Illumination 















been  shown  to  lead  to  membrane  damage  by  formation  of  vacuoles,  externalization  of 
phosphatidylserine  and  lipid  peroxidation products  and membrane  rupture  (Thorpe  et  al.  1995; 
Pimenta  et  al.  2012).  Studies  conducted  with  an  extracellularly  located  palladium  porphyrin 
dendrimer resulted in necrosis of HeLa cells. 10 min after irradiation of the samples, cells exhibited 
morphological changes typical for necrotic cells (Pedersen et al. 2011). Furthermore, a palladium 
porphyrin  induced  necrosis  in  A‐549  cells  characterized  by  a  pyknotic  nucleus  and  membrane 
disintegration (Canete et al. 2004). Similar morphological changes were seen after wounding cells 
cultivated  on  PS/PtTFPP  coated  substrates.  However,  a  clear  distinction  between  necrosis  and 
apoptosis cannot be made by microscopic observation and would require additional methods, such 
as  fluorescence  labelling  of  annexin  V  –  a  marker  of  apoptosis.  To  sum  up,  PS/PtTFPP  coated 


























Reproducibility  High (in one batch) Poor   Medium   High  
 






































cell‐free  gaps,  but  need  to  modify  the  surrounding  environment.  For  a  successful  collective 
movement,  migrating  cells  need  to  degrade  and  remodel  their  own  and  the  surrounding 
extracellular matrix (ECM) and clear perturbing cell debris. This includes production and secretion 
of matrix metalloproteinases (MMPs) which can degrade parts of the ECM, e.g. collagens, laminins 
or  fibrin  (Itoh and Nagase 2002). Cells migrate as multicellular  sheets maintaining  their cell‐cell‐












37ˆ°C.  The  electrical  ECIS®  and  the  optical  wound  healing  assay  reflect  physiological  conditions 


















temporal  resolution  of  about  2 min  (dependent  on  the  number  of  samples  studied  in  parallel), 
wound closure studied with the novel optical wound healing assay as well as with the scratch and 












tedious  and  prone  to  errors  by  subjective  evaluation  of  wound  edges.  This  is  particularly 







or  confocal microscope –  standard equipment  found  in nearly  every  laboratory. Although  some 
parameters still need to be optimized (e.g. batch to batch variation, throughput, data analysis), the 









cells was observed. Wound healing  rate profiles  showed a  similar but  temporally delayed  curve 
progression for serum deprived cells. This trend was also evident as control and serum starved cells 
exhibited similar rates for v(t1/2), as well as for vmax, while serum starved cells reached the time point 











of  control  and  Cyt  D  treated  samples  regarding wound  healing  dynamics.  24  h  after  wounding 
Cytochalasin D  treated NRK cells  could only  repopulate about 78 % of  the wounded area, while 
control  cells  reached  full wound  coverage. Morphological  changes  upon  addition of  Cyt D were 
clearly visible in the microscopic images, showing the wound surrounded by spherical neighboring 
cells. Cyt D treated cells exhibited a lower wound healing rate with a more than 50 % lower vmax 










caused  by  an  incomplete  inhibition  of  actin  polymerization,  as  higher  doses  up  to  20  µM  are 
necessary to completely inhibit actin treadmilling (Yahara et al. 1982). 
Finally, migration behavior of NRK cells in dependence on the extracellular pH was analyzed with 
the  novel  optical  wound  healing  assay.  Acidifying  the  extracellular  medium  led  to  a  dramatic 
decrease of wound healing rates in NRK cells with only about 43 % of the wounded area repopulated 






pH  is  generally  lower,  showing pH values of about 7.2  (Webb et al.  2011). Due  to  the electrical 
membrane potential and the metabolic activity, the cytosol tends to acidify even at a normal pH of 
7.2. To prevent acidosis and maintain cellular function, cells express ion carriers such as NHE that 
are  located  in  the plasma membrane and pump protons  to  the extracellular  space  (Casey et al. 
2010). Although many groups report that a slightly acidic extracellular pH of about 6.8  increases 
migration  and  invasion,  especially  in  cancer  cells  (Hanahan  and Weinberg  2011),  a  highly  acidic 
environment of about 6.4 – 6.6 has been found to reduce cell migration (Stock et al. 2005; de Valliere 
et al. 2015) similar  to results determined for NRK cells at pH 6.4  in  this work. Unfortunately, no 
studies  are  known  that  report  on wound  healing  behavior  of  epithelial  cells  at  slightly  alkaline 
extracellular pH which could explain and support the faster wound healing rates obtained for a pH 











The  novel  optical  wound  healing  assay  enables  a  fast,  light  induced  generation  of  wounds  on 










of  PS/PtTFPP  substrates with  transparent multichannel microfluidics  could  also  enable  studying 
wound healing behavior under flow conditions and sheer stress – conditions usually found in the 
body. Doping the novel functionalized substrates with the physical scavenger Vit E led to a complete 



















also  in  drug  and  cytotoxicity  screening.  Methods  to  assess  oxygenation  levels  and  oxygen 
consumption  of  cells,  spheroids  and  tissue  range  from  electrochemical  detection  to  the  use  of 
magnetic resonance and radioisotope techniques. However, in recent years the detection of oxygen 
by  luminescence  quenching  of  indicator  dyes  has  emerged  as  a  useful  technique  to  study 
oxygenation of eukaryotic cells. Thus, one of the main projects in this work was to use planar oxygen 
sensitive culture substrates based on luminescence quenching as a novel means to estimate and 





The  first  project  addressed  the  measurement  of  the  oxygen  consumption  rate  of  adherent 
mammalian monolayer cells. Therefore, an imaging system based on microscopy optics (VisiSens TD 






system  was  used  for  first  proof‐of‐concept  studies  to  assess  oxygen  consumption  rates  in 
dependence on culture vessel volume and cell seeding density yielding highly reproducible results. 
Additionally,  the  novel  ratiometric  imaging  system  allowed  the  successful  monitoring  of  the 




Multiparametric monitoring  of  cells  is  a  useful  approach  to  obtain multiple  information  in  one 
measurement.  Thus,  the  second  project  focused  on  combining  the  optical  oxygen  sensing with 
impedimetric monitoring to obtain information about cell metabolic activity and cell morphology 
changes. Therefore, gold film electrodes were sputtered on planar, ratiometric oxygen sensor foils 
using a  laser cut mask. A PDMS chamber was glued on  top of  the  foil  that served as cultivation 
chamber for the adherent mammalian cells. The dual ECIS‐O2 sensor allowed simultaneous, non‐
invasive  online  recording  of  impedance  and  pO2  using  a  standard  impedance  analyzer  and  a 
commercial oxygen imaging system (VisiSens A1). Impedance changes were monitored for the cell 
population residing on the linear gold film electrodes, while oxygen levels were measured for those 
cells  on  the  electrode‐free  sensor  film.  The  dual  sensor  was  characterized  regarding  its 




providing  information  about  changes  in  cell  morphology  and  electrode  coverage,  while  the 
ratiometric fluorescence readout reports on the cellular oxygen consumption rate. 
3D  tissue  models  such  as  multicellular  tumor  spheroids  are  considered  useful  in  vitro  tools  in 
biomedical and clinical research. Due to their 3D structure, they close the gap between simple 2D 
monolayer  cell  culture  and  native  tissue  structures. Multicellular  spheroids mimic  physiological 
conditions found in tissue more closely compared to standard 2D cell culture, while handling and 
cultivation  is  easier  compared  to  tissue.  This makes multicellular  tumor  spheroids  an  attractive 
means  in  biomedical  research  and  drug  screening.  Long‐term  studies  on  oxygenation  in  live 




on  planar,  biocompatible  oxygen  sensor  foils  forming  half‐spherical  cell  aggregates  and  oxygen 
content  beneath  the  spheroid  was monitored  online  with  high  spatio‐temporal  resolution.  The 








the migration  of  non‐wounded  cells  from  the  periphery  into  the wound.  The  aim of  the  fourth 
project was the development of a novel wound healing assay based on oxygen sensitive culture 






















Daher  ist  Sauerstoff  neben  Glukose  der  Schlüssel‐Analyt,  mit  dessen  Hilfe  sich  Aussagen  über 
wichtige zelluläre Parameter, wie Vitalität, metabolische Aktivität oder Physiologie treffen lässt. Ein 
veränderter  zellulärer  Sauerstoffverbrauch  ist  unter  anderem  ein  wichtiger  Indikator  um 
pathophysiologische  Zustände  wie  Krebs,  Stoffwechselerkrankungen  oder  Schlaganfall  zu 
identifizieren.  Zudem  können  unterschiedliche  Respirationsraten  Aufschluss  über  die  anaerobe 
Stoffwechselaktivität geben, was  insbesondere bei Arzneimitteltests und Zytotoxizitätsscreenings 
von  Interesse  ist.  Neben  der  elektrochemischen  Bestimmung mittels  Clark  Elektrode,  kann  der 
Sauerstoffverbrauch von Zellen, Gewebemodellen und Geweben auch durch Magnetresonanz‐ oder 
Radioisotopentechniken  ermittelt  werden.  Mittlerweile  gewinnt  die  Detektion  des  zellulären 
Sauerstoffverbrauchs basierend auf der Lumineszenzlöschung von Indikatorfarbstoffen immer mehr 
an Bedeutung. Daher befasste sich diese Arbeit mit der Verwendung von planaren Substraten, die 
mit  einer  sauerstoffsensitiven  Schicht  überzogen  sind  und  die  eine  Bestimmung  des 
Sauerstoffgehalts  über  die  Lumineszenzlöschung  erlauben.  Adhärente  Säugetierzellen  wurden 
direkt auf der Sensoroberfläche kultiviert, um eine Bestimmung des Sauerstoffgehalts direkt unter 
der  Zellschicht  zu  ermöglichen.  Durch  die  Kombination  der  planaren  Sauerstoffsensorfolien mit 
einem geeigneten Kamerasystem wurde die räumliche und zeitliche Änderung des Sauerstoffgehalts 
unterhalb der Zellschicht nicht‐invasiv und mit guter Zeitauflösung untersucht. 






Folien  (SF‐RPSu4,  PreSens  GmbH)  verwendet,  die  eine  ratiometrische  Quantifizierung  des 
Sauerstoffgehalts  unterhalb  der  Zellschicht  ermöglichten.  Eine  Nutzung  der  Sensorfolien  für 
Langzeitstudien an Zellen war aufgrund der hohen Photostabilität, der geringen Phototoxizität und 
einer  guten  Biokompatibilität  möglich.  Das  neu  entwickelte  Messsystem  wurde  für  erste 











Vermessung  von  adhärenten  Zellschichten.  Hierfür wurden  lineare Goldfilmelektroden mit  Hilfe 
einer  Maske  auf  planare,  sauerstoffsensitive  Substrate  abgeschieden.  Eine  auf  den  Sensor 
aufgeklebte  PDMS  Kammer  diente  zur  Zellkultivierung.  Der  duale  Sensor  ermöglicht  eine 
gleichzeitige, zeitaufgelöste Messung der Impedanz zur Untersuchung der Zellmorphologie und der 
ratiometrischen Fluoreszenz‐Emission zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs. Die Kombination 













Sauerstoffgehalts  sind  zumeist  endpunktbasiert,  führen  zum  Absterben  Zellen  während  der 
Messung oder sind struktur‐invasiv, wie beispielsweise das Einbringen von Mikroelektroden oder 







detailliertere  Darstellung  der  räumlichen  Sauerstoffverteilung,  im  Vergleich  zu  etablierten, 
bildgebenden  Sauerstoffdetektionssystemen.  So  konnten  Sauerstoffgradienten  innerhalb  der 
Sphäroide,  verursacht durch die metabolisch  aktiven  Zellen  im Sphäroid,  über  Stunden bis  Tage 
vermessen  werden.  Des  Weiteren  konnten  mit  Hilfe  des  neuen  Messsystems  die  Wirkung 







wurde  ein  neuer  Wundheilungsassay  basierend  auf  sauerstoffempfindlichen  Kultursubstraten 
entwickelt.  Planare,  polymer‐basierte  Schichten  mit  eingebetteten,  sauerstoffsensitiven 
Farbstoffen wurde mittels Schleuderbelackung auf Deckgläschen hergestellt. Die so hergestellten 
transparenten  Komposit‐Substrate  erlauben  sowohl  eine  direkte  Kultivierung  von  adhärenten 
Zellen an der Oberfläche, als auch lichtmikroskopische Studien. Die Verwundung erfolgt durch eine 
gezielte Anregung der Farbstoffmoleküle im Substrat. Durch das Prinzip der Lumineszenzlöschung 
wird  Singulettsauerstoff  erzeugt,  der  die  Zellen  im  belichteten  Bereich  gezielt  abtötet.  Die 
funktionalisierten Substrate wurden hinsichtlich ihrer Biokompatibilität analysiert und der Einfluss 
von  Parametern  wie  Lichtquelle,  Belichtungsdauer,  Belichtungsintensität  oder  Art  des 
Kulturmediums wurde untersucht. Der neue optische Assay wurde mit etablierten Methoden wie 
dem  Scratch,  Barriere  oder  ECIS®  Assay  hinsichtlich  Kosten,  Durchsatz,  Reproduzierbarkeit  oder 
Wundmorphologie  verglichen.  Der  neuartige  Assay  wurde  zudem  verwendet,  um  das 
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different  adhesion  promoting  agents.  Green  cytoplasmic  fluorescence  of  CaAM  shows  viable  cells,  while  the 
nuclei of  dead  cells  exhibit  a  bright  red  fluorescence  of  EthD‐1.  (A)  MDCK  II  cells  seeded  in  a  density  of 

















































(A) PBS++/Glc  (1 g  l‐1) or  (B) PBS++/Gal  (1 g  l‐1). Oxygen measurements were conducted 24 h after  seeding  in a 
cell density of 4.5 x 105 c cm‐2. Respective values of AOCR were determined from the negative slope of the fit 





























consumption  was  monitored.  Linear  fits  for  an  extracellular  pH  of  6.4  (A),  7.2  (B)  and  7.8  (C).  AOCRs  were 
































































n =  6.  (B)  Logistic  fit  of  the  data  presented  in  (A)  from  0  h  to  24  h  to  determine  wound  healing  rates  and 











fit  to determine wound healing  rate of NRK  cells  on PS/PtTFPP  substrates with  corresponding  fit  parameters. 
Wound healing  rate  v was determined  from  the  slope  (v  / µm² h‐1  = B). Mean ± SE;  n  = 13.  (E)  Logistic  fit  to 
determine  wound  healing  rate  and  corresponding  fit  parameters.  Time  of  half  closure  of  the  wound  was 
determined by x0. (F) Wound healing rate was determined by differentiation of the logistic fit curve shown in (E) 







healing rate v was determined from the slope (v / µm² h‐1 = B). Mean ± SE; n = 7, T = 37 °C.  (B) Logistic  fit  to 





































closure was monitored  in L‐15 medium adjusted to different pH values.  (A) Linear  fit  to determine the wound 



































Video 11.5 Oxygen gradient  formation of a MCF‐7  spheroid adhered  to  the  surface of  the oxygen sensor  foil. 
































































































































































































































































































































































Impedimetric/Luminescent  Dual  Mode  Readout  for  Multiparametric  Online  Analysis  of 
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